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RESUMEN 

La  espectrofotometria  UV-visible  es  una  tecnica  analitica  que  permite 
determinar  la  concentracion  de  un  compuesto  en  solucion.  Se  basa  en 
que  las  moleculas  absorben  las  radiaciones  electromagneticas  y  a  su  vez 
que  la  cantidad  de  luz  absorbida  depende  de  forma  lineal  de  la 
concentracion.  Para  hacer  este  tipo  de  medidas  se  emplea  un 
espectrofotometro,  en  el  que  se  puede  seleccionar  la  longitud  de  onda  de 
la  luz  que  pasa  por  una  solucion  y  medir  la  cantidad  de  luz  absorbida  por 
la  misma. 

En  esta  practica  se  daran  a  conocer  las  caracteristicas  generales  y 
conceptos  relacionados  con  la  espectrofotometria.  A  continuacion  y  tras 
la  explicacion  del  funcionamiento  del  espectrofotometro  se  haran 
espectros  de  absorcion  con  el  fin  de  determinar  la  longitud  de  onda 
donde  la  muestra  presenta  la  maxima  absorcion,  y  tras  realizar  las 
correspondientes  rectas  de  calibrado  se  cuantificaran  las 
concentraciones  de  distintas  biomoleculas. 

Palabras  clave :  Absorbancia;  transmitancia;  colorimetna;  cromoforo; 
espectro;  rectas  de  calibrado. 

Abreviaturas  empleadas.  A:  Absorbancia;  4-AP:  4-Aminoantipirina;  FMN: 
flavin  mononucleotido;  FMNH2:  forma  reducida  del  flavin  mononucleotido;  I: 
intensidad  de  luz;  N-NEDA:  N-Naftol-1-etilendiamino;  p-NP:  p-nitrofenol;  POD: 
Peroxidasa;  T:  transmitancia;  UV:  luz  ultravioleta. 


1.  INTRODUCCION  Y  OBJETIVOS 

El  estudio  a  nivel  bioquimico  de  cualquier  biomolecula  requiere  la  utilizacion 
de  tecnicas  analiticas  que  permitan  su  determinacion  cualitativa  y  cuantitativa, 
asi  como  su  caracterizacion  fisico-quimica  y  biologica.  Uno  de  los  metodos 
mas  sencillos,  accesibles,  utiles  y  utilizados  es  la  espectroscopia,  en  general,  y 
la  espectroscopia  ultravioleta-visible,  en  particular.  Se  pueden  identificar  y 
cuantificar  biomoleculas  en  solucion  y  en  muestras  biologicas,  con  el  empleo 
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de  reactivos  especlficos  que  reaccionan  con  el  compuesto  a  analizar  y  forman 
un  producto  coloreado  que  permite  detectarlo  en  muestras  complejas. 

El  fundamento  de  la  espectroscopla  se  debe  a  la  capacidad  de  las  moleculas 
para  absorber  radiaciones,  entre  ellas  las  radiaciones  dentro  del  espectro  UV- 
visible.  Las  longitudes  de  onda  de  las  radiaciones  que  una  molecula  puede 
absorber  y  la  eficiencia  con  la  que  se  absorben  dependen  de  la  estructura 
atomica  y  de  las  condiciones  del  medio  (pH,  temperatura,  fuerza  ionica, 
constante  dielectrica),  por  lo  que  dicha  tecnica  constituye  un  valioso 
instrumento  para  la  determinacion  y  caracterizacion  de  biomoleculas. 

Las  moleculas  pueden  absorber  energia  luminosa  y  almacenarla  en  forma 
de  energia  interna.  Esto  permite  poner  en  funcionamiento  ciclos  vitales  como  la 
fotoslntesis  en  plantas  y  bacterias.  Cuando  la  luz  (considerada  como  energia) 
es  absorbida  por  una  molecula  se  origina  un  salto  desde  un  estado  energetico 
basal  o  fundamental,  Ei,  a  un  estado  de  mayor  energia  (estado  excitado),  E2.  Y 
solo  se  absorbera  la  energia  que  permita  el  salto  al  estado  excitado.  Cada 
molecula  tiene  una  serie  de  estados  excitados  (o  bandas)  que  la  distingue  del 
resto  de  moleculas.  Como  consecuencia,  la  absorcion  que  a  distintas 
longitudes  de  onda  presenta  una  molecula  -esto  es,  su  espectro  de  absorcion- 
constituye  una  sena  de  identidad  de  la  misma.  Por  ultimo,  la  molecula  en  forma 
excitada  libera  la  energia  absorbida  hasta  el  estado  energetico  fundamental. 

• 

-  Figura  1.  Diagrama  de  niveles  de  energia  en 

una  molecula.  La  absorcion  de  energia 
=1-  luminosa  hace  que  la  molecula  pase  desde  un 

estado  fundamental  (Ei)  a  otro  excitado  (E2). 
■Ji  Posteriormente  la  molecula  relaja  su  energia 

mediante  distintos  mecanismos  (vibracion, 
rotacion,  etc.) 

:  ~ 

En  espectroscopla  el  termino  luz  no  solo  se  aplica  a  la  forma  visible  de 
radiacion  electromagnetica,  sino  tambien  a  las  formas  UV  e  IR,  que  son 
invisibles.  En  espectofotometrla  de  absorbancia  se  utilizan  las  regiones  del 
ultravioleta  (UV  cercano,  de  195-400  nm)  y  el  visible  (400-780  nm). 
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La  region  UV  se  define  como  el  rango  de  longitudes  de  onda  de  195  a  400 
nm.  Es  una  region  de  energla  muy  alta.  Provoca  dano  al  ojo  humano  as!  como 
quemadura  comun.  Los  compuestos  con  dobles  enlaces  aislados,  triples 
enlaces,  enlaces  peptldicos,  sistemas  aromaticos,  grupos  carbonilos  y  otros 
heteroatomos  tienen  su  maxima  absorbancia  en  la  region  UV,  por  lo  que  esta 
es  muy  importante  para  la  determinacion  cualitativa  y  cuantitativa  de 
compuestos  organicos.  Diversos  factores  -como  pH,  concentracion  de  sal  y  el 
disolvente-  que  alteran  la  carga  de  las  moleculas,  provocan  desplazamientos 
de  los  espectros  UV. 

La  fuente  de  radiacion  ultravioleta  es  una  lampara  de  deuterio. 

En  la  region  visible  apreciamos  el  color  visible  de  una  solucion  y  que 
corresponde  a  las  longitudes  de  onda  de  luz  que  transmite,  no  que  absorbe.  El 
color  que  absorbe  es  el  complementario  del  color  que  transmite. 

Por  tanto,  para  realizar  mediciones  de  absorcion  es  necesario  utilizar  la 
longitud  de  onda  en  la  que  absorbe  luz  la  solucion  coloreada. 

La  fuente  de  radiacion  visible  suele  ser  una  lampara  de  tungsteno  y  no 
proporciona  suficiente  energla  por  debajo  de  320  nm. 
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1.1.  T  ransmitancia  y  Absorbancia 


Cuando  un  rayo  de  luz  de  una  determinada  longitud  de  onda 
de  intensidad  l0  incide  perpendicularmente  sobre  una  disolucion 
de  un  compuesto  qulmico  que  absorbe  luz  o  cromoforo,  el 
compuesto  absorbera  una  parte  de  la  radiacion  incidente  (la)  y 
dejara  pasar  el  resto  (lt),  de  forma  que  se  cumple:  l0  =  la  +  lt 

La  transmitancia  (T)  de  una  sustancia  en  solucion  es  la  relacion  entre  la 
cantidad  de  luz  transmitida  que  Mega  al  detector  una  vez  que  ha  atravesado  la 
muestra,  lt,  y  la  cantidad  de  luz  que  incidio  sobre  ella,  l0,  y  se  representa 
normalmente  en  tanto  por  ciento:  %  T  =  lt/l0  x  100 

La  transmitancia  nos  da  una  medida  flsica  de  la  relacion  de  intensidad 
incidente  y  transmitida  al  pasar  por  la  muestra.  La  relacion  entre  %T  y  la 
concentracion  no  es  lineal,  pero  asume  una  relacion  logarltmica  inversa. 

La  absorbancia  (A)  es  un  concepto  mas  relacionado  con  la  muestra  puesto 
que  nos  indica  la  cantidad  de  luz  absorbida  por  la  misma,  y  se  define  como  el 
logaritmo  de  1/T,  en  consecuencia:  A  =  log  1/T  =  -log  T  =  -log  lt/ 10. 

Cuando  la  intensidad  incidente  y  transmitida  son  iguales  (lo  =  It),  la 
transmitancia  es  del  100%  e  indica  que  la  muestra  no  absorbe  a  una 
determinada  longitud  de  onda,  y  entonces  A  vale  log  1  =  0. 
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La  cantidad  de  luz  absorbida  dependera  de  la  distancia  que  atraviesa  la  luz  a 
traves  de  la  solucion  del  cromoforo  y  de  la  concentracion  de  este. 

1.2.  Ley  de  Lambert-Beer 

Esta  ley  expresa  la  relacion  entre  absorbancia  de  luz  monocromatica  (de 
longitud  de  onda  fija)  y  concentracion  de  un  cromoforo  en  solucion: 

A  =  log  l/lo  =  8-c-l 

La  absorbancia  de  una  solucion  es  directamente  proporcional  a  su 
concentracion  -a  mayor  numero  de  moleculas  mayor  interaccion  de  la  luz  con 
ellas-;  tambien  depende  de  la  distancia  que  recorre  la  luz  por  la  solucion  -a 
igual  concentracion,  cuanto  mayor  distancia  recorre  la  luz  por  la  muestra  mas 
moleculas  se  encontrara-;  y  por  ultimo,  depende  de  s,  una  constante  de 
proporcionalidad  -denominada  coeficiente  de  extincion-  que  es  especifica  de 
cada  cromoforo.  Como  A  es  adimensional,  las  dimensiones  de  e  dependen  de 
las  de  c  y  I.  La  segunda  magnitud  (I)  se  expresa  siempre  en  cm  mientras  que  la 
primera  (c)  se  hace,  siempre  que  sea  posible,  en  M,  con  lo  que  las  dimensiones 
de  s  resultan  ser  M^-cm"1 2 3 4 5.  Este  coeficiente  asi  expresado,  en  terminos  de 
unidades  de  concentracion  molar  (o  un  submultiplo  apropiado),  se  denomina 
coeficiente  de  extincion  molar  (sM).  Cuando,  por  desconocerse  el  peso 
molecular  del  soluto,  la  concentracion  de  la  disolucion  se  expresa  en  otras 
unidades  distintas  de  M,  por  ejemplo  g-L'1,  las  dimensiones  de  s  resultan  ser 
distintas,  por  ejemplo  g'^L-cm'1,  y  al  coeficiente  asi  expresado  se  denomina 
coeficiente  de  extincion  especifico  (ss). 

La  ley  de  Lambert-Beer  se  cumple  para  soluciones  diluidas;  para  valores  de 
c  altos,  e  varia  con  la  concentracion,  debido  a  fenomenos  de  dispersion  de  la 
luz,  agregacion  de  moleculas,  cambios  del  medio,  etc. 

1.3.  Instrumentacion  para  la  medicion  de  absorbancias  de  la  luz  visible  y 
ultravioleta:  espectrofotometro  UV-visible 

La  medicion  de  absorbancia  de  la  luz  por  las  moleculas  se  realiza  en  unos 
aparatos  llamados  espectrofotometros.  Aunque  pueden  variar  en  diseno,  en 
especial  con  la  incorporacion  de  ordenadores  para  el  analisis  de  datos,  todos 
los  espectrofotometros  constan,  segun  se  indica  en  la  figura,  de: 

1 .  Una  fuente  de  energia  radiante:  lampara  de  deuterio  y  tungsteno. 

2.  Un  monocromador  para  la  selection  de  radiaciones  de  una  determinada 
longitud  de  onda:  filtros,  prismas,  redes  de  difraccion. 

3.  Un  compartimento  donde  se  aloja  un  recipiente  transparente  (cubetas  o 
tubos)  que  contenga  la  muestra  Pueden  ser  de  vidrio,  cuarzo  o  plastico 
transparente.  Para  medir  en  UV  se  deben  usar  las  de  cuarzo  o  silice  fundido, 
porque  el  vidrio  no  transmite  la  radiation  UV. 

4.  Un  detector  de  luz  y  un  amplificador  convertidor  de  las  senales  luminosas 
en  senales  electricas. 

5.  Un  registrador  o  sistema  de  lectura  de  datos. 
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Desde  el  punto  de  vista  operativo,  el  primer  paso  es  seleccionar  la  fuente  de 
luz  y  longitud  de  onda  a  la  que  se  va  a  realizar  la  medida.  Hay 
espectrofotometros  de  un  solo  haz  (con  una  sola  celdilla  para  alojar  la  cubeta 
con  la  muestra)  y  de  doble  haz  (con  dos  celdillas  para  dos  cubetas);  en  nuestro 
caso  se  trabajara  con  los  de  un  solo  haz. 

Se  mide  primero  la  absorbancia  del  disolvente  (conocido  como  bianco)  y  al 
que  se  le  asigna  el  valor  de  cero  mediante  el  ajuste  del  mando,  de  forma  que  la 
intensidad  incidente  y  transmitida  sean  iguales  (l0  =  It),  y  por  tanto  la  absorbancia 
es  cero.  A  continuacion  se  pone  en  la  celdilla  la  cubeta  con  la  muestra  y  se  lee  la 
absorbancia  de  esta. 


ESPECTROFOTiMETRO 


Detector 

Muestra 

Rendija  salida 

< 

V1  IJ 

-  Jr  ^  1 

1.4  Obtencion  de  un  espectro  de  absorcion 

El  espectro  de  absorcion  es  una  representation  grafica  que  indica  cantidad  de 
luz  absorbida  (s)  a  diferentes  valores  de  X. 

A  partir  de  una  solucion  diluida  de  un  compuesto,  cuya  absorbancia  maxima 
entra  dentro  del  rango  de  medida  del  espectrofotometro,  se  vera  el  valor  de 
absorbancia  a  diferentes  longitudes  de  onda  frente  a  un  bianco  que  contenga  el 
disolvente  de  la  solucion  de  la  muestra  a  caracterizar.  A  partir  del  espectro  de 
absorcion  se  obtendra  el  valor  de  X  al  que  el  compuesto  presenta  la  mayor 
absorbancia  (^max)-  Dicho  X  se  utilizara  a  la  hora  de  hacer  determinaciones 
cualitativas  y  cuantitativas  del  compuesto. 

El  espectro  de  absorcion  de  un  cromoforo  depende,  fundamentalmente,  de  la 
estructura  qufmica  de  la  molecula. 


5 


(/) 

o 

0)  w 
■O  o 

■5  £ 
®  Q- 

.Q 

< 


Espectros  de  absorcion  de 
tres  pigmentos  fotosinteticos 
cloroplastidicos. 

Observar  que  un  compuesto 
puede  tener  mas  de  un  pico 
de  absorcion  (^max). 


Longitud  de  onda  (nm) 

No  obstante,  hay  una  gran  cantidad  de  factores  que  originan  variaciones  en 
los  valores  de  A,max  y  sm,  entre  los  que  se  incluye  el  pH,  la  polaridad  del  solvente 
o  moleculas  vecinas  y  la  orientacion  de  los  cromoforos  vecinos;  y  cada  uno 
afecta  de  forma  particular.  Por  ejemplo,  variaciones  originadas  por  cambios  de 
pH  son  debidas  al  efecto  de  este  sobre  la  ionizacion  del  compuesto.  A 
continuacion  se  muestran  como  ejemplo  los  espectros  de  absorcion  de  HNTS 
(un  reactivo  empleado  para  la  determinacion  de  especies  oxidantes)  y 
comprobandose  que  por  espectrotometna  se  puede  seguir  el  efecto  que  ejercen 
el  pH  y  los  oxidantes. 


Efecto  del  pH  en  la  absorcion  de  HNTS. 
Espectros  1  y  2  en  medio  acido  (maximo  de 
absorcion  a  370  nm);  espectros  3  y  4  en 
medio  basico  (maximo  a  410  nm). 


Desplazamiento  del  maximo  de  absorcion  y 
descenso  de  absorbancia  cuando  el  HNTS  se 
incuba  con  H202  a  distintos  tiempos  (0,  5,  10  y 
15  minutos). 


1.5  Curvas  de  calibrado 
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Para  obtener  una  curva  de  calibrado  de  un  compuesto  se  preparan  soluciones 
de  diferentes  concentraciones  del  mismo,  determinandose  para  cada  una  de 
ellas  el  valor  de  absorbancia  a  A,max.  Estos  valores  de  absorbancia  se 
representan  en  el  eje  de  abscisas  (eje  de  x)  y  los  de  concentracion  en  el  eje  de 
ordenadas  (eje  de  y).  Se  observara  que,  a  bajas  concentraciones,  el  aumento  de 
concentracion  se  corresponde  con  un  incremento  lineal  en  la  absorbancia  (zona 
de  cumplimiento  de  la  ley  de  Lambert-Beer).  A  concentraciones  altas  la 
linealidad  se  pierde  y  se  observa  que  la  linea  se  aplana,  por  lo  que  las  medidas 
son  poco  fiables. 

La  representation  de  Lambert-Beer,  A  =  s-c-l,  nos  permitira  calcular  el  valor 
del  coeficiente  de  extincion  molar,  que  corresponde  a  la  pendiente  de  la  recta. 

1 .6.  Objetivos 

Espectos  de  absorcion 

Se  van  a  realizar  espectros  de  absorcion  de  distintas  sustancias  para 
determinar  su  ^max  y  comprobar  que  un  cambio  en  la  estructura  de  la  molecula, 
por  ejemplo  su  reduction,  supone  una  modification  en  su  espectro. 

Ley  de  Lambert-Beer 

Se  aplicara  la  ley  de  Lambert-Beer  y  tras  hacer  una  recta  de  calibrado  para 
dos  sustancias,  se  calculara  graficamente  el  valor  de  los  correspondientes 
coeficientes  de  extincion  molar. 

Determinaciones  colorimetricas  especificas  de  compuestos 

Se  aplicaran  reacciones  especificas  para  la  determination  colorimetrica  de 
sustancias. 


2.  LISTADO  DEL  MATERIAL  NECESARIO 

2.1.  Material  de  uso  general 

Espectrofotometro. 

Agitador  de  tubos  de  ensayo. 

Balanza. 

pHmetro. 

Tijeras 

2.2.  Material  para  cada  grupo 

Gradillas  con  tubos  de  ensayo. 

Juego  de  pipetas  (0.5,  1 .0,  2.0,  5.0,  10.0  y  25.0  ml). 
Prepipetas  (dos  juegos). 

Probetas  (100  y  250  ml). 

Vasos  de  precipitado  (100  y  500  ml). 
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Frasco  lavador  con  agua  destilada. 

Recipientes  para  muestras  biologicas  de  50  ml. 

Papel  de  filtro. 

Papel  de  parafilm. 

Rotulador  para  vidrio. 

Pipetas  Pasteur  de  plastico  (cuatro). 

Guantes  de  latex. 

Cubetas  de  plastico  para  medir  en  el  espectrofotometro. 

2.3.  Reactivos 
Espectos  de  absorcion 

Solucion  de  p-nitrofenol  0,20  mM  en  agua  destilada. 

Solucion  de  NaOH  0,50  N. 

Solucion  de  p-nitrofenol  de  concentration  desconocida. 

Solucion  de  flavin  mononucleotido  (FMN)  0,25  M  en  agua  destilada. 

Ditionito  sodico. 

Determination  colorimetrica  de  glucosa  y  nitrito  mediante  reacciones 
espetificas 

Glucosa 

Glucosa  oxidasa 

Peroxidasa 

Fenol 

4  amino-antipirina 
Tampon  fosfato 
Nitrito  potasico 
Sulfanilamida 

Dicloruro  de  N-naftol-1-etilendiamino 
Acido  clorhidrico 


8 


